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Resumo – O objetivo deste trabalho foi caracterizar, por meio de marcadores RAPD, dois grupos genéticos de
búfalos, Carabao e tipo Baio, que estão sendo conservados in situ, assim como verificar as relações genéticas
entre eles e os outros três grupos genéticos de búfalos existentes no Brasil, Murrah, Jafarabadi e Mediterrâneo,
considerados raças comerciais. Foram estudados 48 animais de cada grupo, com exceção dos grupos Murrah e
Mediterrâneo, com 47 e 42 animais, respectivamente, compreendendo um total de 233 animais. Os 21 iniciadores
polimórficos geraram 98 marcadores. A variabilidade genética entre e dentro dos grupos foi estimada em
26,5 e 73,5%, respectivamente, sugerindo divergência significativa entre os cinco grupos genéticos. Na análise
entre pares de grupos, foi verificado que a maior e a menor divergência estavam em torno de 40 e 18%, quando
se compararam os grupos Carabao x Mediterrâneo e Murrah x Jafarabadi, respectivamente. Entre os grupos Baio
e Murrah, a análise revelou divergência genética de 20,42%, indicando que esses grupos são distintos.
Os cinco grupos são geneticamente distintos, o que reforça a necessidade de conservação dos grupos genéti-
cos Carabao e Baio, ameaçados de extinção no Brasil.
Termos para indexação: Bubalus bubalis, caracterização genética, marcadores moleculares.
Genetic variability of buffaloes estimated by RAPD markers
Abstract – The objective of this work was to characterize genetically, using RAPD markers, two genetic groups
of buffalos, Carabao and Baio, which are being conserved in situ, as well as to verify the genetic relationship
among them and the other three genetic groups of buffalos raised in Brazil, considered as commercial breeds:
Murrah, Jaffarabadi and Mediterrâneo. Forty eight animals of each group were studied, with the exception of the
Murrah and Mediterrâneo, in which 47 and 42 animals, respectively, were sampled, comprising a total of 233 animals.
The 21 polymorphic primers produced 98 markers. Genetic variability within and between groups was estimated
in 26.5 and 73.5%, respectively, suggesting a significant divergence among groups. On the analysis between
pairs of groups, the divergence was about 40 and 18%, respectively, when the Carabao x Mediterranâneo and
the Murrah x Jaffarabadi were compared. The estimated genetic divergence between Baio and Murrah groups
was 20.42%, indicating that they are distinct groups. The five genetic groups are genetically distinct, indicating
the need to conserve the Carabao and Baio, two genetic groups in danger of extinction in Brazil.
Index terms: Bubalus bubalis, genetic characterization, molecular markers.
Introdução
A espécie bubalina foi introduzida no Brasil em 1890,
quando animais da raça Mediterrâneo chegaram na Ilha
de Marajó. Nos anos seguintes, outras importações fo-
ram realizadas, resultando na difusão dos búfalos pelas
diversas regiões brasileiras, sendo a região Norte a que
concentra maior número de animais dessa espécie.
As quatro raças reconhecidas oficialmente pela Asso-
ciação Brasileira de Criadores de Búfalos (ABCB) são
Murrah, Jafarabadi, Mediterrâneo e Carabao, sendo as
três primeiras denominadas búfalos de rio, e a última
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pertencente ao grupo de búfalos de pântano. O tipo Baio,
um grupamento genético com pequeno número de ani-
mais, e o Carabao encontram-se ameaçados de extinção
no Brasil (Marques et al., 2003).
No Brasil, as características produtivas e reprodutivas
dos bubalinos vêm sendo estudadas por diversos auto-
res, entre eles Cassiano et al. (2003) e Tonhati et al.
(2004). No entanto, ainda são raros os trabalhos com
marcadores bioquímicos e moleculares na espécie
bubalina. Del Lama & Zago (1996), utilizando
marcadores bioquímicos para comparar bubalinos do
grupo Murrah com zebuínos das raças Gir e Nelore, por
meio dos locos k-caseína e da β-lactoglobulina, obser-
varam variação genética nas raças bovinas, não tendo
encontrado polimorfismos na espécie bubalina. Iorio et al.
(2004) estudaram parâmetros de diversidade genética
em duas populações de búfalos de regiões distintas do
Sul da Itália, utilizando marcadores bioquímicos e
moleculares e não verificaram diferenças genéticas sig-
nificativas entre elas.
A sobrevivência de uma espécie depende de sua va-
riabilidade genética, e a quantificação dessa variabilida-
de pode ser um parâmetro predominante na caracteri-
zação de raças de animais. A análise do DNA possibili-
ta detectar a existência de marcadores genéticos
polimórficos, que podem ser usados em estudos
evolutivos, mapeamento genético, identificação de pa-
ternidade, taxonomia molecular, introgressão de genes,
diagnóstico genético precoce e seleção assistida por
marcadores (Nicholas, 1999). Por meio das técnicas
moleculares, foi possível avançar no conhecimento das
características de um indivíduo, quanto ao genótipo, a
partir de amostras de sangue, pêlos e tecidos. A técnica
de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) foi
desenvolvida por Williams et al. (1990), e pode ser utili-
zada para quantificar a variabilidade genética entre e
dentro de diferentes grupamentos genéticos, em espé-
cies distintas.
No Brasil, foram usados marcadores RAPD para
caracterizar populações eqüinas (Fuck, 2002) e raças
bovinas (Spritze et al., 2003; Rangel et al., 2004; Serrano
et al., 2004), e para diferenciar subpopulações caprinas
(Oliveira, 2003). Utilizando a mesma metodologia, Paiva
(2001) avaliou efeitos de obstáculos naturais na
estruturação de populações em espécies de peixes.
Gimenez et al. (2003) analisaram subespécies de suínos
e seus híbridos, e Oliveira et al. (2004) determinaram as
distâncias genéticas entre populações de abelhas de
25 localidades, de três países da América Latina.
A técnica de RAPD também foi utilizada por Appa Rao
et al. (1996), para estudar a distância genética entre
três espécies da família Bovidae (Bos indicus, Ovis
aries e Capra hircus) e Bubalus bubalis, na tentativa
de detectar marcadores genéticos espécie-específicos.
Saifi et al. (2004) utilizaram marcadores RAPD para
verificar a identidade genética entre as raças Murrah e
Bhadawari.
Este trabalho teve como objetivo estimar a variabili-
dade genética entre e dentro dos cinco grupos de
bubalinos criados no Brasil, a similaridade genética en-
tre eles e a variabilidade genética dentro dos núcleos in
situ de bubalinos Carabao e tipo Baio.
Material e Métodos
Foram utilizados neste trabalho 233 bubalinos dos gru-
pos genéticos Murrah (N = 47), Jafarabadi (N = 48),
Carabao (N = 48), Baio (N = 48) e Mediterrâneo (N = 42),
amostrados em 11 rebanhos dos Estados do Pará, Goiás,
Distrito Federal e São Paulo (Tabela 1). Foram seleciona-
dos, preferencialmente, animais livres de parentesco, for-
mando, assim, uma amostra representativa, seguindo o pro-
posto por Barker (1994).
O DNA genômico foi extraído a partir dos linfócitos,
seguindo a metodologia de Miller et al. (1988).
Dos 145 oligonucleotídeos iniciadores randômicos tes-
tados, 21 apresentaram um número maior de marcadores
polimórficos, que foram utilizados para amplificação de
todos os indivíduos.
Cada reação de amplificação apresentou volume fi-
nal de 13 µL, contendo: 10 ng de DNA genômico;
Grupo genético Fazenda/Estado Número de animais
Baio Bagam , PA
(1)
48
Carabao Bagam, PA 48
Felisberto Camargo, PA 23Mediterrâneo
Santo Anjo, SP 19










Boa Vista, SP 15
Total 233
Tabela 1. Número de búfalos analisados em cada grupo gené-
tico, por Fazenda/Estado.
(1)Banco de Germoplasma Animal da Amazônia. (2)União Pioneira de
Integração Social (Upis), Faculdades Integradas de Brasília.
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0,4 µM de oligonucleotídeos iniciadores arbitrários;
20 mM Tris-HCl (pH 8,4); 50 mM KCl; 2,5 mM MgCl2;
200 µM de cada dNTP; 8% de BSA a 2,5 mg mL-1; e
1,5 U de Taq DNA polimerase. As reações de amplifi-
cação foram dirigidas pelos iniciadores OPA08, OPA12,
OPA15, OPA16, OPA17, OPA19, OPA20, OPB01,
OPB11, OPE12, OPJ06, OPJ12, OPJ17, OPK9, OPK10,
OPK16, OPN20, OPAE01, OPAE09, OPAE10 e OPJ14,
na seguinte programação: (1) desnaturação inicial da fita
dupla a 94°C por 5 minutos; (2) desnaturação a 94°C
por 1 minuto; (3) anelamento dos iniciadores a 36°C
por 1 minuto; (4) extensão a 72°C por 2 minutos; e
(5) extensão final a 72°C por 5 minutos. Os passos 2, 3
e 4 constituíam um ciclo, que foi repetido por 40 vezes.
Os produtos amplificados foram separados por
eletroforese em gel de agarose a 1,4%, utilizando tam-
pão de corrida TBE (Tris-borato EDTA). Os géis fo-
ram corados com brometo de etídeo. O padrão de peso
molecular de 1 kb (DNA Ladder de 1.000 bases) foi
utilizado em cada gel, permitindo estimar o tamanho dos
fragmentos amplificados. Os fragmentos foram
visualizados na forma de bandas, depois da exposição à
luz ultravioleta, e documentados em aparelho de
fotodocumentação Eagle Eye.
Os marcadores foram analisados de acordo com a
presença (1) ou ausência (0) de uma dada banda e or-
ganizados em forma de matriz binária. Nas análises ge-
néticas populacionais e estatísticas intra e inter-raciais,
foram utilizados os programas TFPGA (Tools For
Population Genetics Analysis) (Miller, 1997) e AMOVA
(Excoffier et al., 1992). A análise de componentes prin-
cipais utilizou o coeficiente de similaridade de Dice
(Dice, 1945) e as matrizes correlacionadas.
O agrupamento é visualizado em relação a três eixos
de coordenadas de componentes principais, CP1, CP2
e CP3, do NTSYS-PC (Numerical Taxonomy and
Multivariate Analysis System), versão 2.1 (Adams et al.,
2002).
Resultados e Discussão
Dos 145 iniciadores testados, 76 (52,41%) apresen-
taram amplificações de fragmentos polimórficos,
28 (19,31%) foram monomórficos, ao passo que
41 (28,28%) apresentaram fragmentos fracos, com pou-
ca consistência, ou não apresentaram fragmentos. Es-
tes resultados foram inferiores aos encontrados por
Gimenez et al. (2003), em estudos com javalis e suínos
domésticos, quando observaram polimorfismos em
70,10% dos iniciadores testados.
Dos 76 iniciadores que apresentaram amplificações,
foram escolhidos 21, que atendiam às exigências de pos-
suir pelo menos três bandas polimórficas e padrão de
amplificação desejável (Figura 1).
Noventa e oito marcadores RAPD foram gerados
pelos 21 iniciadores selecionados, com 344 a 2.036 pb.
O número de bandas polimórficas geradas variou de
3 a 11 por oligonucleotídeo iniciador, com média de
4,6 bandas. Utilizando RAPD na caracterização de bo-
vinos, Spritze et al. (2003) e Serrano et al. (2004) obti-
veram média de 5,5 bandas por iniciador, enquanto
Gimenez et al. (2003) obtiveram média de 10,7 bandas
por iniciador, ao analisar diferentes criações de javalis
no Estado de São Paulo. Considerando que esse núme-
ro pode variar de acordo com a população estudada, os
resultados encontrados estão dentro do esperado.
Os iniciadores OPB11 e OPE12 geraram maior
polimorfismo, com 9 e 11 bandas, respectivamente.
A confiabilidade dos ensaios RAPD pode ser verificada
no experimento para amplificação de todos os indivídu-
os do grupo Jafarabadi (Figura 2).
A quantificação da variabilidade genética entre e den-
tro dos cinco grupos genéticos, verificada pela análise
de variância molecular (AMOVA), foi estimada em
26,5 e 73,5%, respectivamente, sugerindo divergência
genética significativa (Tabela 2). Serrano et al. (2004),
analisando bovinos de raças naturalizadas, obtiveram
valores semelhantes (29,96 e 70,04%), evidenciando que
a maior parte da variância genética ocorreu em virtude
de diferenças entre indivíduos dentro das populações.
Esses resultados estão de acordo com Iorio et al. (2004),
Figura 1. Triagem de oligonucleotídeos iniciadores mostran-
do diferentes padrões de amplificação.
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que observaram diferenças maiores dentro das popula-
ções, quando analisaram a diferenciação genética em
duas populações de búfalos utilizando polimorfismos
protéicos.
O agrupamento por similaridade pode ser verificado
na análise dos componentes principais, nos quais a cor-
relação das variâncias foi projetada nos eixos CP1, CP2
e CP3. Entre eles, o CP1 apresentou maior
variância (69,48%), evidenciando cinco grupamentos
genéticos bem definidos, com poucas exceções (Murrah
e Baio) e uma nítida separação entre os grupos Medi-
terrâneo e Carabao (Figura 3). Esse mesmo resultado
foi verificado na AMOVA, que mostrou divergência em
torno de 40%, quando os grupos genéticos foram anali-
sados aos pares (Tabela 3). Este resultado, altamente
significativo (p<0,0001), pode estar sendo influenciado
pela inclusão, no grupo Mediterrâneo, de animais
especializados, descendentes de touros italianos, que
fazem parte do programa de melhoramento genético da
Fazenda Santo Anjo, SP. Os índices de divergência, tam-
bém elevados, obtidos quando o grupo Mediterrâneo foi
comparado aos grupos Baio (30,9%), Murrah (24,6%)
e Jafarabadi (29,9%) também podem corroborar esta
Figura 2. Amplificação dos indivíduos estudados no grupo Jafarabadi, com o iniciador OPA08.
Tabela 2. Análise de variância molecular entre os cinco gru-
pos genéticos de búfalos: Baio, Carabao, Mediterrâneo,
Murrah e Jafarabadi(1).
(1)Todos os valores apresentaram diferenças estatísticas significativas
(p<0,0001).
Figura 3. Análise de componentes principais obtida a partir
do coeficiente de Dice de 233 búfalos pertencentes a cinco
grupos genéticos do Brasil: Mediterrâneo   , Carabao   ,
Jafarabadi    , Murrah     e Baio    . Os eixos CP1, CP2 e CP3
evidenciam a correlação entre as variáveis padronizadas mos-
trando os grupamentos em três dimensões.
hipótese. A menor divergência, obtida na comparação
com Murrah, pode ser explicada pela possível introdu-
ção de genes da raça Mediterrâneo, para aumentar a
base genética do rebanho Murrah no Brasil (Marques
et al., 2003).
Na mesma análise, os demais grupos, confrontados
aos pares, mostraram 20,42% de divergência entre os
grupos Baio e Murrah (Tabela 3). A partir deste resul-
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tado, pode-se afirmar que são grupos genéticos distin-
tos, contrariando a hipótese do tipo Baio pertencer ao
grupo Murrah (Marques et al., 2000).
A menor divergência ocorreu em torno de 18%, quan-
do foram analisados os grupos Murrah e Jafarabadi. Este
índice pode refletir o fato de os dois grupamentos gené-
ticos terem sido submetidos, no passado, a cruzamentos
alternados entre si, sem, no entanto, alterar de maneira
significativa o pool gênico original dos grupos, os quais
podem ser considerados geneticamente distintos, em-
bora haja grupos gênicos compartilhados.
Quando foram confrontados os grupos em conserva-
ção Baio e Carabao, a análise apontou divergência ge-
nética de 26,5%, mostrando que o manejo reprodutivo
ao qual esses grupos vêm sendo submetidos, no núcleo
de conservação, está sendo adequado. Embora todos
os resultados sinalizem para uma alta divergência entre
os grupos estudados, observaram-se índices elevados,
quando cada um dos grupos foi confrontado com o gru-
po Carabao, fato que pode ser explicado por este grupo
pertencer à subespécie Bubalus bubalis kerebau e não
Bubalus bubalis bubalis, como os demais.
As análises mostraram valores para porcentagem de
locos polimórficos variando entre 79,59 e 92,86%, nos
grupos genéticos Baio e Jafarabadi, respectivamente.
Tais resultados podem estar relacionados com o fato de
o grupo Jafarabadi ter sofrido, no passado, cruzamentos
com as demais raças. Quanto ao Baio, o resultado pode
ser explicado por tratar-se de uma população que vem
sendo mantida há vários anos no Banco de Germoplasma,
sem ter havido introdução de animais de outro rebanho.
A alta porcentagem de locos polimórficos indica que os
iniciadores RAPD utilizados podem ser indicados para
outras análises de variabilidade genética, em búfalos.
Conclusões
1. Os marcadores moleculares RAPD apresentam
potencial informativo para a quantificação da variabili-
dade genética e diferenciação dos grupos de búfalos
existentes no Brasil.
2. Os cinco grupos estudados podem ser considera-
dos populações geneticamente distintas, reforçando a
necessidade de conservação dos grupos genéticos
Carabao e Baio.
3. O grupo Mediterrâneo é o mais divergente, quan-
do comparado aos grupos Jafarabadi, Baio e Carabao.
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